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@ Bereitsteliung von rep-negativen AAV-Mutanten und hierfur verwendbare Zellen 

@ Die Erfindung betrifft die Bereitsteliung von rep-negativen 
AAV-Mutanten und hierfur verwendbare Zeilen. Ferner be- 
trifft die Erfindung ein zur Herstellung der Zellen verwendba- 
res Expressionspfasmid. 
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Beschreibune sem liegt die fur Rep 40 codierende DNA zwischen den 

Bescnreibung Schnittstellen NotI und Xbal des bekannten Vektors 

Die Erfmdung betrifft die Bereitstel.ung von rep.e- ^^^f^^i^^S 
gativen AAV-Mutanten und rnerfur verwendbare Zel- CelLB ^J™* 1 h S zmm\Lg von Mikroorganismen und 
len.FernerbetrifftdieErfindunge.nzurHerstellungder 5 g^^ejamrmung ™ M J[ ? Qkt , 994 

Z ^=^ PP* ^ -h einen Gegenstand der ErHn- 

zu den Parvoviren gehorende DNA-Viren. Zu ihrer Re- dung dan pCMRep 40 erhaltenen 

19 £u7dem 4.65-kb groBen, linearen Genom von huma- hinterlegt Sie stellen ebenso einen Gegenstand der Er- 

npm a aV-Tvo 2 wurden drei virale Funktionen lokali- 15 fmdungdar. 

proteine und das rep Gen fur eine Familie multifunlctio- fahrensschntte: 

naler Regulatorproteine Die ^f^J^^ 20 (a) Transfektion erfindungsgemaBer Zellen mit der 

seine C-termmal gespleiBte Version Rep 68 starten am £{7/^1., reD . nee ativen AAV-Mutante, 

p 5 Promotor, Zwei N""-^^^^^ g)*E35 'van (a) mit 

AAVbenotigt . 
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len eintreten, vermieden werden. Die vorliegende Erfin- 
dung stellt somit die Basis dar, die den Rep-Proteinen 
zugeschriebenen Aktivitaten auf einzeine Rep-Proteine 
•bzw. DomSnen davon zu beschranken. Damit ist die 
M6glichkeit gegeben, AA Vs fQr therapeutische Zwecke 5 
zu venvenden. Diese finden sich insbesondere im Be- 
reich der Gentherapie. ErfindungsgemaBe rep-negative 
AAV-Mutanten konnen hierftir verwendbare Gene 
bzw. Genabschnitte tragen. Diese kdnnen insbesondere 
in dem rep-Gen und/oder cap-Gen liegen. Die vorlie- 10 
gende Erfindung stellt somit einen Durchbruch auf dem 
Gebiet der Herstellung von fur Gentherapien verwend- 
baren Vektoren dar. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 15 

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung der Rep- 
codierenden DNA im Expressionsplasmid pCMRep40. 
Das Start-ATG-Triplett und das Terminationscodon 
TGA sind angegeben, sie entsprechen denen des Wild- 20 
typ-AAV-Genoms. Durch gerichtete Mutagenese ist 
das Intron (Position: 1907-2227) entfernt, wodurch 
Rep 40 ohne SpletBen exprimiert werden kann. 

Die Erfindung wird durch das Beispiel erlautert 

25 

Beispiel 

Bereitstellung einer AAV-Rep-Mutante 

Hel0-1-Zellen werden mit der DNA der bekannten 30 
AAV-Rep-Mutante pTAV 2-3 transfiziert pTAV2-3 
weist eine "frameshiff- Mutation an der Position 1045 
auf, wodurch alle vier Rep-Proteine inaktiviert sind (vgl. 
' Heilbronn, JL, et al, J. ViroL 64 (1990), 3012-3018). Die 
Zellen werden mit Adenovirus-2 (MOI = 10-20) infi- 35 
ziert Danach werden sie mit 10 7 " 6 M Dexamethason 
induziert 

Nach ca. 30 h werden ein Teil der Zellen geerntet und 
die Gesamtzell-DNA isoliert. Diese wird mit den Re- 
striktionsenzymen Xbal bzw. Dpnl gespalten und in ei- 40 
nem Southern-Blot analysiert Hierzu wird 32 p-markier- 
te AAV-DNA als Hybridisierungspro be verwendet. 
Das Restriktionsenzym Xbal schneidet AAV-DNA 
nicht, ebenso spaltet das Restriktionsenzym Dpnl keine 
in Eukaryoten replizierte DNA. Es wird replizierte 45 
pTAV2-3-DNA erhalten. m 

Desweiteren wird der Oberstand der nicht geernteten 
Zellen abwechselnd eingefroren und aufgetaut sowie 
einer Ultraschallbehandlung unterzogen. Der Ober- 
stand wird auf Hel0-1 -Zellen titriert Der Nachweis in- 50 
fektiOser AAVs wird durch Hybridisierung mit einer 
32 p-markierten Sonde verfolgt, die fur rep-negative 
AAVs spezifisch ist Es werden infektidse rep-negative 
AAV-Partikel nachgewiesen. 

Vorstehende Daten zeigen, daB mit den erfindungsge- 55 
maflen Zellen rep-negative AAV-Mutanten bereitge- 
stellt werden kdnnen. 

Patentanspriiche 

60 

1. Zellen, stabil exprimierend die AAV-Rep-Prote- 
ine 78 und 52 sowie 40 und/oder 68. 

2. Zellen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie die AAV- Rep-Proteine Rep 78,52 und 40 
stabil exprimieren. 65 

3. Zellen nach Anspruch 2, namlich die Zellinien He 
10-1 (DSM ACC2193, He 22-2 (DSM ACC2192) 
und He 5-5 (DSM ACC2191). 
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4. Expressionsplasmid, namlich pCMRep 40 (DSM 
9491). 

5. Verfahren zur Bereitstellung von rep-negativen 
AAV-Mutanten, umfassend die folgenden Verfah- 
rensschritte: 

(a) Transfektion der Zellen nach einem der An- 
spruche 1-3 mit der DNA einer rep-negativen 
AAV-Mutante, 

(b) Behandlungen der transfizierten Zellen von 
(a) mit einem eine AAV-Replikation ermogli- 
chenden Mittel, insbesondere einem AAV- 
Helfervirus, und 

(c) Isolierung der in (b) erhaltenen rep-negati- 
ven AAV-Mutanten. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA der repnegativen AAV-Mu- 
tante von Verfahrensschritt (a) ein oder mehrere 
Deletionen, Insertionen und/oder Substitutionen 
im rep Gen aufweist 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in der DNA der rep-negativen AAV- 
Mutante von Verfahrensschritt (a) das rep Gen de- 
letiert ist 

8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in der DNA der rep-negativen AAV- 
Mutante von Verfahrensschritt (a) das rep Gen zu- 
mindest teilweise durch ein Fremd-Gen ersetzt ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 5—8, da- 
durch gekennzeichnet, daB das AAV-Helfervirus 
ein Adenovirus oder Herpesvirus ist 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5—9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die DNA der rep-nega- 
tiven AAV-Mutante von Verfahrensschritt (a) eine 
weitere Mutation im cap-Gen aufweist, mit der 
MaBgabe, daB das die AAV-Replikation ermogli- 
chende Mittel, insbesondere der AAV-Helfervirus, 
ein exprimierbares cap-Gen enthalt 

11. rep-negative AAV-Mutante, erhalten durch das 
Verfahren nach einem der Anspruche 5—10. 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. C!. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 4436664 A1 
C12N 15/79 

4. Juli 1996 



go-, 1906. 2228 .2252 

ATG V>"TGA 



6^228^ 

P CMRep40 ' 



FIG. 1 Schematische Darstellung der Rep-codierenden DNA 

im Expressionsplasmid pCMRep40 
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